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TÓM TẮT 
 Vi khuẩn Yersinia pestis là tác nhân gây bệnh dịch hạch, một trong những loại bệnh truyền nhiễm nguy 
hiểm nhất được biết cho đến nay đã gây ra hàng triệu ca tử vong trên thế giới và có thể được sử dụng như 
một vũ khí sinh học có tính hủy diệt cao. Để chẩn đoán bệnh dịch hạch ở người cũng như phát hiện Y. pestis 
trong môi trường, người ta thường dựa trên việc phát hiện kháng nguyên nang F1 của loại vi khuẩn này. 
Mục tiêu của nghiên cứu này là nhằm tạo kháng nguyên F1 của Y. pestis để làm nguyên liệu cho que thử sắc 
ký miễn dịch phát hiện nhanh Y. pestis. Do việc nuôi cấy Y. pestis để thu nhận kháng nguyên F1 hoặc DNA 
của vi khuẩn này rất khó khăn nên chúng tôi đã tiến hành tổng hợp nhân tạo gen mục tiêu caf1, mã hóa 
kháng nguyên F1, nhằm biểu hiện trong tế bào Escherichia coli. Sau khi tối ưu hóa mã bộ ba mã hóa amino 
acid (codon) cho E. coli, gen caf1 đã được tổng hợp bằng phương pháp “gapless” PCR. Kết quả giải trình tự 
cho thấy phương pháp này cho phép tổng hợp được trình tự gen mục tiêu với độ chính xác là 2/6 dòng 
plasmid. Tiếp đó, trình tự gen này đã được đưa vào vector pET-52b(+) và biểu hiện trong tế bào E. coli 
BL21 (DE3) ở dạng dung hợp với đuôi ái lực (His)10. Các kết quả điện di protein SDS-PAGE, tinh sạch 
protein bằng sắc ký ái lực Ni và Western blot cho thấy kháng nguyên tái tổ hợp F1 đã được tạo ra thành 
công với hiệu suất lớn ở dạng thể vùi trong tế bào E. coli. 
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MỞ ĐẦU 
 Dịch hạch là một bệnh truyền nhiễm tiến triển cấp 
tính, cực kỳ nguy hiểm do vi khuẩn Yersinia pestis 
gây ra. Bệnh lưu hành trong quần thể một số loài động 
vật gặm nhấm (chủ yếu là chuột) và bọ chét ký sinh 
trên chúng rồi từ đó lây truyền sang người qua trung 
gian bọ chét nhiễm khuẩn. Trong lịch sử loài người 
được ghi nhận cho đến nay, dịch hạch là loại bệnh 
truyền nhiễm với số ca tử vong cao nhất (khoảng 200 
triệu ca) (Perry, Fetherston, 1997). Hiện nay, bệnh 
dịch hạch vẫn đang lưu hành rải rác tại một số quốc 
gia trên thế giới. Trong những năm gần đây, tại Việt 
Nam không ghi nhận trường hợp nào mắc bệnh dịch 
hạch. Tuy nhiên, nguy cơ lây lan bệnh dịch hạch từ 
nước ngoài vào Việt Nam là rất lớn. Mặt khác, Y. 
pestis còn có thể được sử dụng như vũ khí sinh học 
với tính hủy diệt rất lớn, gây lo ngại cho cộng đồng 
quốc tế đặc biệt trong thời điểm hiện nay khi các vụ 
khủng bố liên tiếp diễn ra trên thế giới. 
 Về tác nhân gây bệnh, Y. pestis là trực khuẩn, 
Gram âm, không di động, không hình thành bào tử 
thuộc họ Enterobacteriaceae. Ở người và động vật, 
vi khuẩn này sinh trưởng trong đại thực bào, lan tràn 
trong các tế bào dạng biểu mô sau đó lan ra toàn bộ 
cơ thể (Zhou et al., 2006). Sau khi nhiễm vào cơ thể, 
Y. pestis tiết ra một protein nang được gọi là kháng 
nguyên F1, chỉ có ở Y. pestis. Do vậy, kháng nguyên 
này thường được sử dụng trong chẩn đoán bệnh dịch 
hạch hay phát hiện Y. pestis trong môi trường. Ở Y. 
pestis, quá trình tổng hợp và tiết kháng nguyên F1 
được mã hóa bởi operon F1 bao gồm 4 gen caf1, 
caf1M, caf1A và caf1R nằm trên plasmid pMT1, 
trong đó caf1 mã hóa kháng nguyên F1, caf1M và 
caf1A đóng vai trò trong việc tạo cấu trúc và tiết 
protein ra bên ngoài tế bào, caf1R đóng vai trò trong 
điều hòa quá trình phiên mã các gen trên operon 
(Zhou et al., 2006). Về mặt cấu trúc, kháng nguyên 
F1 là một chuỗi polypeptide bao gồm 170 amino 
acid, khối lượng phân tử từ 17-17,6 kDa, điểm đẳng 
điện 4,1 - 4,4 (Andrews et al., 1996; Galyov et al., 
1990). Kháng nguyên F1 là một protein có tính kị 
nước với cấu trúc bậc hai gấp nếp β (Andrews et al., 
1996; Galyov et al., 1990). 
 Nhằm tạo kháng nguyên F1 làm nguyên liệu để 
chẩn đoán bệnh dịch hạch, nhiều nghiên cứu đã biểu 
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hiện protein kháng nguyên này trong tế bào E. coli  
(Andrews et al., 1996; Erova et al., 2013; Tsui et al., 
2015). Cách tiếp cận được sử dụng phổ biến là biểu 
hiện toàn bộ operon trong E. coli để tạo kháng 
nguyên F1 ở dạng ngoại bào tương tự như ở Y. pestis 
(Andrews et al., 1996; Tsui et al., 2015). Bên cạnh 
đó, Erova et al (2013) đã biểu hiện trực tiếp gen caf1 
trong nội bào của E. coli với việc sử dụng vector 
biểu hiện pET-20b(+) (Erova et al., 2013). Khi được 
biểu hiện ở dạng dung hợp với đuôi ái lực (His)6 ở 
đầu cacboxyl, kháng nguyên F1 có thể được tạo ra ở 
trạng thái hòa tan (Erova et al., 2013). Trong nghiên 
cứu này, để tránh các vấn đề liên quan đến an toàn 
sinh học, chúng tôi đã tiến hành tổng hợp nhân tạo 
gen caf1 và đưa gen này vào vector pET-52b(+) để 
biểu hiện kháng nguyên F1 ở dạng dung hợp với 
đuôi ái lực (His)10 ở đầu cacboxyl tương tự như 
nghiên cứu của Erova và đồng tác giả. 
VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
Chủng vi sinh vật 
 Chủng E. coli  TOP10 [F- mcrA Δ( mrr-
hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 
Δ lacX74 recA1 araD139 
Δ(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG] 
(Thermosciencetific) được sử dụng để nhân dòng 
gen. Chủng E. coli  BL21 (DE3) [F- ompT hsdSB 
(rBmB-) gal dcm (DE3)] (Thermo Sciencetific Inc.) 
được sử dụng để biểu hiện. 
DNA và hệ vector 
 Vector pJET 1.2 (Thermo Sciencetific Inc.) được 
sử dụng để nhân dòng gen. Hệ vector pET52b(+) 
(Merck) được sử dụng cho mục đích biểu hiện gen. 
Trình tự gen mã hóa cho Caf1 được lấy trên GenBank 
(mã số KM880026) và tối ưu hóa mã bộ ba mã hóa 
amino acid. 
Thiết kế gen caf1 
 Dựa trên trình tự gen caf1 trên GenBank, chúng 
tôi sử dụng công cụ tìm kiếm chuỗi bắt cặp (BLAST) 
và công cụ phân tích mã bộ ba hiếm (GenScript) để 
tối ưu bộ ba mã hóa cho chuỗi amino acid. 
Tổng hợp gen caf1 
 Với trình tự DNA đã tối ưu, chúng tôi thiết kế 22 
oligos (Bảng 1), độ dài các đoạn dao động từ 30 đến 
50 mer (Lei, Qihan, 2002). Các oligo liền kề có các 
trình tự DNA được gối lên nhau. Một cặp mồi ngắn 
(Mồi F1) được thiết kế thêm vị trí cắt của 2 enzyme 
giới hạn NcoI và SacI để ghép nối gen sau này (Bảng 
1). Các đoạn oligos và mồi được tổng hợp bởi Công 
ty Sinh hóa Phù Sa. Quá trình tổng hợp gen gồm 2 
giai đoạn: 
 Giai đoạn 1 (tạo đoạn gen) với 22 đoạn oligos 
được thiết kế gối lên nhau, đoạn oligonucleotide 
được tổng hợp bằng phản ứng PCR tự mồi, hỗn hợp 
mồi 0,3 µM, sử dụng enzyme Pfu polymerase. Chu 
trình nhiệt: 94oC/30 giây, 53oC/15 giây, 72oC/15 
giây. 
 Giai đoạn 2: nhân gen bằng kỹ thuật PCR bình 
thường với khuôn là sản phẩm PCR của giai đoạn 1, 
enzyme Pfu polymerase. Chu trình nhiệt: 94oC/2 
phút, 58oC/30 giây, 72oC /15 giây. 
Xây dựng hệ vector biểu hiện gen caf1 
(pET52b(+)-caf1) 
 Sản phẩm tổng hợp gen caf1 được gắn vào 
vecror tách dòng pJET1.2 và biến nạp vào tế bào E. 
coli  TOP10. Các dòng tế bào đã chọn lọc được PCR 
kiểm tra bằng cặp mồi đặc hiệu và giải trình tự để 
xác định trình tự DNA. 
 Gen caf1 trong vector tách dòng được cắt và gắn 
vào vector biểu hiện pET52b(+) bằng vị trí cắt của 2 
enzyme NcoI và SacI. Sản phẩm nối được biến nạp 
vào tế bào E. coli  BL21 (DE3). 
Biểu hiện gen 
 Vector biểu hiện mang gen caf1 được biến nạp 
vào tế bào biểu hiện E. coli  BL21 để kiểm tra khả 
năng biểu hiện của protein tái tổ hợp. Sau khi nuôi 
cấy qua đêm trong môi trường LB lỏng có chứa 
ampicilin 100 µg/ml (LBA), dòng tế bào mang gen 
được chuyển sang môi trường LBA lỏng mới với tỉ 
lệ 1/100. Nuôi cấy tế bào biểu hiện ở nhiệt độ 37 oC 
cho đến khi OD 600 của môi trường nuôi cấy đạt giá 
trị 0,6 - 0,8. Ngay sau đó, chất cảm ứng IPTG được 
thêm vào tới nồng độ cuối là 0,5 mM. Kết quả của 
sản phẩm protein tái tổ hợp được kiểm tra trên gel 
polyacryamide 12% (Hoefer, 1994). 
Kiểm tra protein tái tổ hợp bằng Western blot 
 Protein tổng số thu được từ tế bào biểu hiện 
được xử lý bằng dịch phá mẫu (0,125 M Tris-HCl; 
4% SDS; 20% Glycerol; 0,02% Bromophenol 
Blue; pH 6,8). Dịch protein được kiểm tra bằng 
SDS-PAGE trên gel polyacryamide 12% và 
chuyển lên màng PVDF nhờ hệ thống chuyển 
màng Trans blot semi dry (Bio-Rad). Màng chứa 
kháng nguyên được phủ bằng dung dịch khóa 
màng (Blocking) (5% sữa tách bơ trong dung dịch 
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đệm TBST (0,1% Tween 20 trong đệm Tris-
saline)) trong 1 giờ. Sau khi rửa màng 3 lần bằng 
đệm TBST, màng được ủ với kháng thể 1 (kháng 
thể kháng His - HyTest), độ pha loãng 5.000 lần. 
Sau 1 giờ, màng được rửa lại bằng TBST 3 lần để 
loại bỏ hoàn toàn liên kết không đặc hiệu. Tiếp tục 
ủ màng với kháng thể 2 (kháng thể cộng hợp 
enzyme peroxidase kháng chuột - HyTest), độ pha 
loãng 10.000 lần. Sau 2 giờ, màng được rửa lại 3 
lần với đệm TBST và phát hiện bằng dung dịch 
chứa cơ chất cho peroxidase (Promega). Màng 
trong dung dịch cơ chất được ủ ở nhiệt độ phòng 5 
- 10 phút, sau đó được dừng phản ứng bằng H2O. 
Kết quả được xác định trên ánh sáng thường. 
 
Bảng 1. Trình tự DNA các đoạn oligo. 
STT Tên oligos Trình tự  (5' - 3') Chú thích 
1 Oligo1 ATGAAGAAAATTTCCTCTGTAATTGCCATTGCGCTCTTTG    
2 Oligo2 CAGCATTCGCAGTTGCAATGGTGCCAAAGAGCGCAATGGCAAT    
3 Oligo3 ATTGCAACTGCGAATGCTGCGGATCTGACCGCCTCG    
4 Oligo4 
CGTAATACGTGCCGGTTCTACAAGGGTCGCGGTGGCGGTAGTCGAGG 
CGGTCAGATCCG   
 
5 Oligo5 TAGAACCGGCACGTATTACGCTGACGTATAAAGAAGGTGCG    
6 Oligo6 TACCATTGTCCATAATGGTAATTGGCGCACCTTCTTTATACGTCAG    
7 Oligo7 CCAATTACCATTATGGACAATGGTAACATCGATACGGAACTTTTAGTG    
8 Oligo8 ACCCAGCGTCAGAGTACCCACTAAAAGTTCCGTATCGATGT    
9 Oligo9 GGTACTCTGACGCTGGGTGGGTACAAAACCGGTACCAC    
10 Oligo10 CGGTGAAGTTCACGGAGGTGGAGGTGGTACCGGTTTTGTACCC    
11 Oligo11 CCTCCGTGAACTTCACCGACGCGGCAGGAGATCC    
12 Oligo12 CTGGCTGGTAAAGGTCAGATACATTGGATCTCCTGCCGCGT    
13 Oligo13 TATCTGACCTTTACCAGCCAGGACGGCAACAATCACCAGTTTAC    
14 Oligo14 TCTTTGCCAATCACTTTGGTCGTAAACTGGTGATTGTTGCCG    
15 Oligo15 GACCAAAGTGATTGGCAAAGACAGCCGCGATTTCGATATCT    
16 Oligo16 TCGCCATTGACTTTCGGCGAGATATCGAAATCGCGGCTG    
17 Oligo17 
GCCGAAAGTCAATGGCGAAAACCTGGTGGGAGATGATGTAGTTCTCGC 
CACGGG   
 
18 Oligo18 CCGATGCTCCGCACGAAAAAGTCCTGGGAGCCCGTGGCGAGAACTACA    
19 Oligo19 TCGTGCGGAGCATCGGTAGCAAGGGAGGAAAGCT    
20 Oligo20 GGTATATTTACCCGCCGCCAGCTTTCCCCCCTTGCTA    
21 Oligo21 GGCGGCGGGTAAATATACCGACGCTGTTACCGTCACG    
22 Oligo22 TCACTGGTTGCTCACCGTGACGGTAACAGCGTC    
23 F1-NcoI-F ATACCATGGTGAAGAAAATTTCCTCTGTAATTGC 
Mồi xuôi, thêm trình 
tự nhận biết của 
enzyme giới hạn 
NcoI 
24 F1-SacI-R TTAGAGCTCCTGGTTGCTCACCGTGAC 
Mồi ngược, thêm 
trình tự nhận biết 




KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
Cải biến mã bộ ba và tổng hợp gen caf1 
 Dựa trên trình tự DNA trên GenBank, chúng tôi 
đã cải biến mã bộ ba: tỉ lệ GC ban đầu từ 44% lên 
52,3%, chỉ số tương thích mã bộ ba (CAI) từ 0,67 
lên 0,79 (Hình 1).  
 Sau đó 22 đoạn oligo được thiết kế để tổng hợp 
gen mà không cần trình tự khuôn của gen này. Để 
tổng hợp thành công, quá trình được thiết lập gồm 
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hai giai đoạn chính. Giai đoạn 1 là tạo gen khuôn từ 
22 đoạn oligo bằng kỹ thuật PCR tự mồi. Giai đoạn 2 
là tạo thành đoạn gen caf1 hoàn chỉnh bằng kỹ thuật 





































 Băng DNA thể hiện trên đường chạy số 1, cho 
thấy sản phẩm PCR tự mồi chỉ cho 1 băng đặc hiệu, 
kích thước khoảng 500 bp. Sản phẩm của giai đoạn 2 
được thể hiện tại đường chạy số 3, cho 1 băng DNA 
khá đặc hiệu với kích thước mong muốn (khoảng 
500 bp) (Hình 2). Kết quả khẳng định, sản phẩm 
PCR phù hợp với tính toán lý thuyết và đủ điều kiện 
để tiến hành tách dòng gen. 
Tạo vector tách dòng 
 Sau khi đã tổng hợp được DNA có kích thước 
mong muốn, sản phẩm này được gắn nối vào vector 
tách dòng pJET 1.2/blunt. Vector này có khả năng 
ghép nối các đoạn DNA đầu bằng, sau biến nạp chỉ 
những dòng tế bào mang gen mới có thể sinh trưởng 
trên môi trường chọn lọc. Đặc tính này do vị trí chọn 
dòng nằm trong gen gây độc cho tế bào E. coli, gen 
Eco47IR. Các dòng tế bào tiếp tục được chọn lọc 
bằng phương pháp PCR với cặp mồi pJET primer, từ 
15 dòng tế bào chọn lọc, 12 dòng tế bào cho kích 
thước sản phẩm PCR như mong muốn (khoảng 500 
bp) (Hình 3).  
 Chọn ngẫu nhiên 6 dòng tế bào, tách DNA 
plasmid và đọc trình tự để xác định dòng plasmid 
mang gen chính xác nhất. Kết quả đọc trình tự cho 
thấy, có 2 trên tổng số 6 dòng cho trình tự hoàn toàn 
tương đồng với trình tự gen caf1 ban đầu. Cả 2 dòng 
đều có thể sử dụng cho mục đích tạo vector biểu hiện. 
Vì vậy, 1 trong 2 dòng thế bào mang gen caf1 được 
chọn ngẫu nhiên cho mục đích tạo vector biểu hiện. 
 
 
Hình 1. Trình tự gen caf1 sau cải biến. 
	
Hình 2. Sản phẩm tổng hợp gen caf1 trên gel agarose 
1,5%. 2,4: Thang DNA chuẩn 1kb (Thermo Scientific); 1: 
Sản phẩm PCR với 22 mồi oligo; 3: Sản phẩm PCR với 
mồi F1 (Bảng 1). 
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Tạo vector biểu hiện 
 Gen caf1 từ dòng tế bào đã chọn đươc cắt với 2 
enzyme giới hạn NcoI và SacI, sau đó tinh sạch và gắn 
vào vector biểu hiện pET52b(+) đã được xử lý với 2 
enzyme NcoI và SacI. Sản phẩm nối ghép được biến 
nạp vào tế bào E. coli BL21. Các thể biến nạp được 
sàng lọc bằng phản ứng PCR với cặp mồi T7. Từ 5 
dòng sàng lọc, chúng tôi chọn được 2 dòng mang gen 
với kích thước mong muốn và đúng với tính toán lý 
thuyết (khoảng 700 bp) (Hình 4). Vector biểu hiện 

























 Như mô tả ở phần phương pháp, protein thô thu 
nhận sau biểu hiện được xử lý và kiểm tra trên gel 
acryamide 12%. Kết quả cho thấy, sau cảm ứng thu 
được băng protein có kích thước đúng như tính toán 
tại đường chạy số 2 (khoảng 18 kDa). Sản phẩm biểu 
hiện xử lý ở dạng tan không cho băng protein quan 
tâm, sản phẩm xử lý ở dạng thể vùi được tinh sạch 
qua cột sắc ký ái lực Ni và cho một băng protein duy 
nhất đúng với kích thước tính toán (Hình 5) (Kết quả 
xử lý dạng tan không được trình bày). Chứng tỏ 
protein sinh ra ở dạng thể vùi. Có thể khẳng định 
bước đầu gen caf1 đã được biểu hiện thành công. 
Kiểm tra Caf1 tái tổ hợp bằng Western blot 
 Trong quá trình biểu hiện protein tái tổ hợp, một 
điểm thiết yếu cần phải xác định là protein biểu hiện 
phải chính xác là protein mong muốn. Một trong 






 Trong thí nghiệm này, dựa trên đặc tính của 
protein là sự dung hợp của protein đích với đuôi His-
tag nên protein đích được xác định gián tiếp qua 
protein gắn kết đuôi His. Dựa vào sản phẩm kháng 
Hình 5. Kiểm tra khả năng biểu hiện gen caf1 trên gel 
acryamide 12%. 1: Dòng tế bào mang vector pET52b-caf1 
trước cảm ứng; 2: Dòng tế bào mang vector pET52b-caf1 
sau cảm ứng; 3: Sản phẩm biểu hiện gen caf1 tinh sạch 
qua cột sắc ký ái lực Ni; M: Protein chuẩn (Gangnam). 
	
Hình 6. Phân tích sự biểu hiện của protein Caf1 bằng kỹ 
thuật Western blot. 1: Protein từ chủng mang vector 
pET52b-caf1 trước cảm ứng; 2: Protein từ chủng mang 
vector pET52b-caf1 sau cảm ứng; 3: Protein từ chủng 
mang vector pET52b-caf1 tinh sạch qua cột sắc ký ái lực 
Ni; M: Protein chuẩn (Gangnam). 
	
Hình 3. Sàng lọc các dòng tế bào mang gen caf1 bằng cặp mồi pJET1.2 (Invitrogen). 1: Thang DNA chuẩn 1kb (Thermo 
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Hình 4. Sàng lọc pET52b-caf1 với cặp mồi T7. 1-5: Sản 
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thể kháng protein gắn kết đuôi His (kháng thể 1) đã 
được thương mại, protein đích được nhận biết qua kỹ 
thuật Western blot. Kết quả hình 6 cho thấy, protein 
dung hợp được thể hiện qua 1 băng với kích thước 
đúng như tính toán (khoảng 18 kDa). Điều này có 
thể khẳng định, protein Caf1 đã được biểu hiện thành 
công trong hệ vector pET52b(+). 
 Tuy nhiên, với các kết quả trên, caf1 mới chỉ 
được biểu hiện thành công ở dạng dung hợp, thể vùi. 
Để có thể tạo ra sản phẩm Caf1 có hoạt tính kháng 
nguyên, sản phẩm protein cần được tiếp tục xử lý và 
kiểm tra hoạt tính kháng nguyên. 
 
KẾT LUẬN 
 Với mục tiêu tạo ra sản phẩm protein kháng 
nguyên vỏ Caf1 bằng con đường tái tổ hợp, gen caf1 
đã được tổng hợp thành công dựa trên quá trình  
PCR 2 bước. Kết quả này cho phép tổng hợp các gen 
khác mà không cần trình tự DNA mạch khuôn. Hơn 
nữa, bước đầu đã biểu hiện thành công protein độc 
này trong tế bào E. coli. Kết quả này mở ra triển 
vọng trong việc sử dụng nguồn kháng nguyên tái tổ 
hợp để chế tạo các kit chẩn đoán nhanh vi khuẩn 
dịch hạch. 
Lời cảm ơn: Công trình được thực hiện bằng nguồn 
kinh phí Đề tài Nghiên cứu khoa học công nghệ cấp 
Bộ Quốc phòng theo Hợp đồng nghiên cứu khoa học 
và công nghệ cấp Bộ Quốc phòng, mã số đề tài: 
216.33.051. 
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SYNTHESIS AND EXPRESSION OF CAF1 GENE ENCODING F1 ANTIGEN OF 
YERSINIA PESTIS 
 
Nguyen Thi Thu Ha1, Nguyen Phuong Minh1, *, Le Trong Tai1, Pham Tien Dung2, Le Quang Hoa2 
1Viện Hóa học, Môi trường Quân sự, Bộ Tư lệnh Hóa học 
2School of  Biotechnology and Food Technolog, Hanoi University of Science and Technology 
SUMMARY 
 Yersinia pestis is the etiologic agent of plague, one of the most deadly infectious diseases described in the 
history of humanity. It was responsible for millions of deaths all over the world. Yersinia pestis also can be 
used as a highly lethal biological potential weapon. For plague diagnosis in humans as well as to detect Y. 
pestis in the environment, fraction 1 capsular antigen (F1) of the bacteria was usually used as a good marker. 
The aim of this study is to produce Y. pestis F1 antigen to serve as a material for development of 
immunochromatographic test strips for rapid detection of Y. pestis. Because of the difficulty in Y. pestis culture 
for DNA extraction as well as F1 antigen production, we artificially synthesized the target caf1 coding for F1 
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antigen for expression in Escherichia coli. After the codon optimization step, caf1 was synthesized by 
“gapless” PCR using 22 overlaping oligonucleotides cover the complete sequence of this gene. The sequencing 
result showed that we successfully synthesized the target gene. In total 6 clones sequence, there are 2 clones 
sequence which were 100% identity with reference sequence. The target sequence was then introduced 
into pET-52b(+) vector and expressed in E. coli  BL21 (DE3) in the form of (His)10 affinity tag fusion. As the 
result of SDS-PAGE, the recombinant protein Caf1 of 18 kDa was highly expressed in E. coli as inclusion 
body form and was purified by His-tag affinity chromatography. The recombinant Caf1 was then confirmed by 
Western blot with His-tag antibody.  
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